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1 ”和 白 蒙 芦 醇 通 过 沉默 调节 蛋白 1- 解 偶 联 和 蛋白 2 信号 通路 降低 小 鼠 举 丸 间 质 细胞 TM3 的 氧化 损 
2 伤 
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5 410128) 


AS 


6 W 要 : AAS EMT Bee RES) 对 氧化 损伤 小 鼠 学 丸 间 质 细胞 TM3 的 保护 作用 


7 ”并 探索 其 可 能 的 作用 机 制 。 首 先 ， 用 不 同 浓度 (0、150、200、250、300 pmol/L) 的 过 氧化 


8 = Al (H202) 处 理 小 鼠 举 丸 间 质 细 胞 TM3 8h, 确定 建立 氧化 损伤 细胞 模型 的 适宜 H20; 浓 度 。 


9 ”用 适宜 浓度 的 H20; 建 立 氧化 损伤 细胞 模型 ; 然后 ,用 不 同 浓度 (0、2.5、5.0 和 10.0 pmol/L) 


10 AY RES 分 别处 理 正常 细胞 和 氧化 损伤 细胞 24 h， 确 定 RES 安全 浓度 ; 最后， 用 安全 浓度 的 


11 RES 处 理 氧化 损伤 细胞 24 h。 在 整个 培养 过 程 中 采用 iCELLigence 实时 无 标记 细胞 功能 分 析 


12 ” 仪 监测 细胞 的 增殖 情况 ， 待 安全 浓度 的 RES 处 理 氧 化 损伤 细胞 结束 后 采用 2,7-2 RRA 


13 ”二 乙酸 酯 (DCFH-DA ) 探 针 法 检测 细胞 中 活性 氧 ROS) 的 含量 ， 实 时 荧光 定量 PCR 


14 (RT-qPCR)〉 和 蛋白质 印迹 〈Western blotting) 法 分 别 检测 沉默 调节 蛋白 1(SIRT1)/UCP2 fa 


15 “号 通路 中 关键 因子 SIRTI 和 VCP2 mRNA 和 蛋白质 的 相对 表达 量 。 结 果 表 明 : 1) 用 浓度 为 


= 16 150 pmol/L 及 以 上 的 H202 处 理 细胞 8h 后 ， 极 显著 降低 细胞 存活 率 (P<0.01) ， 因 此 确定 


17 150 hmolL 为 建立 氧化 损伤 细胞 模型 的 适宜 H202 浓度 .2) 用 10.0 umol/L 及 以 下 浓度 的 RES 


18 ”处 理 正常 细胞 24 h 后 ， 细 胞 存活 率 均 无 显著 变化 CP>0.05) ; 用 2.5、5.0 和 10.0 pmol/L 的 


也 


19 RES 处 理 氧 化 损伤 细胞 24h 后 ， 细 胞 存活 率 均 显著 提高 (P<0.05) ， 且 各 浓度 RES 组 间 无 
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显著 差异 (P>0.05) 。 因 此 ， 选 用 5.0 pmol/L 为 RES 的 安全 浓度 。3) 用 5.0 pmol/L 的 RES 


TH 


处 理 氧化 损伤 细胞 24 h 后 ,细胞 中 ROS 的 含量 较 极 显著 降低 CP<0.01); 细胞 中 SIRTI mRNA 


和 蛋白质 的 相对 表达 量 极 显著 增加 CP<0.01) ， 而 UCP2 mRNA 和 和 蛋白 质 的 相对 表达 量 则 显 


著 或 极 显 著 降 低 (P<0.01 或 P<0.05) 。 由 此 可 见 ， 适 宜 浓度 的 RES 可 激活 SIRT1 同时 抑制 


UCP2 的 表达 ，UCP2 通过 负 反 馈 调节 方式 减少 细胞 内 ROS 的 生成 ， 从 而 在 一 定 程 度 上 抑制 


TM3 细胞 的 氧化 损伤 。 
关键 词 :白药 芦 醇 ， 氧 化 损伤 ， 沉 默 调 节 有 蛋白 1; 解 偶 联 和 蛋白 2; 小 鼠 举 丸 间 质 细胞 TM3 


中 图 分 类 号 : S823;R285.5 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 


当 机 体 遭受 体内 外 各 种 有 害 刺 激 时 ,由 于 机 体内 氧化 系统 与 抗 氧化 系统 平衡 失调 , 机 体 


内 活性 氧 ROS) 会 大 量 聚 集 ， 使 组 织 细 胞 暴露 于 高 浓度 氧 分 子 或 氧 的 化 学 衍生 物 ， 从 而 引 


起 细胞 的 氧化 损伤 。 研 究 发 现 氧化 损伤 可 引起 动物 严重 的 生 精 障碍 ,导致 学 丸 组织 发 生 明 显 


的 病理 变化 ， 畦 丸 指数 和 精子 数 下 降 ， 精 子 畸 形 率 升 高 ， 造 成 雄性 动物 不 育 03。 白 蒙 芦 醇 


(RES) 是 一 种 广泛 存在 于 葡萄 、 花 生 、 虎 杖 、 决 明 、 蒙 芦 等 植物 性 食物 中 的 天 然 多 酚 类 物 


质 ， 具 有 很 广泛 的 生物 学 活性 ， 在 治疗 氧化 损伤 、 炎 症 、 过 敏 、 肿 瘤 、 心 血管 疾病 等 方面 都 


得 以 应 用 BH。 目 前 ，RES 在 冀 禽 生产 中 也 被 广泛 应 用 ， 它 能 提高 畜 禽 的 生产 性 能 、 改 善 畜 


禽 酮 体 品 质 和 肉 品质 、 提 高 畜 禽 免疫 力 和 抗 氧化 能 力 铝 。 高 糖 高 胆固醇 饮食 可 导致 小 鼠 岂 丸 


间 质 细胞 的 举 酮 合成 能 力 受 损 ， 添 加 RES 能 够 通过 减轻 其 氧化 应 激 ， 并 通过 激活 沉默 调节 


蛋白 1(SIRTIH) 及 影响 下 丘脑 -垂体 -性 腺 轴 的 调控 发 挥 保护 作用 铝 。 成 海 建 等 四 研究 发 现 RES 


可 通过 激活 SIRT1/ 腺 苷 酸 活化 蛋白 激酶 (AMPK) 信和 号 通路 促进 牛皮 下 脂肪 细胞 的 凋 亡 。 


周 曦 等 四 研究 发 现 RES 可 能 通过 调控 SIRTAR 


B= 


KEA 2(UCP-2) 信 号 通路 抑制 血管 内 皮 细 


胞 氧化 应 激 损 伤 。SIRT1 具有 去 乙酰 化 酶 活性 ， 通 过 对 组 和 蛋白、 多 种 转录 因子 、 转 录 共 调控 


因子 的 翻译 后 修饰 《去 乙酰 化 ) ， 可 调节 与 氧化 应 激 、 调 亡 、 炎 症 反应 相关 基因 和 各 白质 的 


转录 中。UCP2 作为 解 偶 联 重 白 , 能 影响 线粒体 的 跨 膜 电位 , 当 线 粒 体内 膜 电势 升 高 时 , UCP2 
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43 ”能 够 降低 细胞 膜 内 外 氧 离子 (H*) 浓度 ， 促 进 氧 消 耗 ， 从 而 抑制 ROS 的 产生 09。 目 前 ， 虽 


44 EHH RES 的 抗 氧 化 作用 效果 ， 但 对 于 其 具体 的 作用 机 制 尚 未 完全 明确 。 因 此 ， 本 研究 以 


45 ”小 鼠 学 丸 间 质 细胞 TM 为 研究 对 象 ， 在 过 氧化 所 “HzO:) 诱导 的 氧化 应 激 状 态 下 研究 RES 


46 ”对 氧化 损伤 细胞 的 治疗 作用 , 并 阐明 其 可 能 的 作用 机 制 ， 以 期 为 防治 由 氧化 损伤 引起 的 雄性 


47 ”生殖 系统 疾病 提供 理论 依据 。 

48 ”1 材料 与 方法 

49 11 试验 材料 

50 7) be 32 ALT] Jog AHL TM3 细胞 株 由 中 国 科学 院 上 海 细 胞 库 提供 ; RES、H2Os、 羊 抗 -UCP2 


Ud 


51 ”多 克隆 抗体 和 辣 根 过 氧化 物 酶 ORP) 标记 免 抗 羊 免疫 球 和 蛋白 G gG) HAKH Sigma A 


52 ils 免 抗 -SIRT1 多 克隆 抗体 和 免 抗 -了 - 肌 动 蛋白 (b-actin) 多 克隆 抗体 购 自 英国 Abcam 公司 ; 


53 HRP 标记 驴 抗 兔 IgG 购 自 美国 Santa Cruz Biotechnology 公司 ; Trizol 购 自 美国 Life 


54 Technologies 公司 ; HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR(+gDNA wiper) 试 剂 命 、ChamQ™ 


55 SYBR® qPCR Master Mix 试剂 盒 购 自 南 京 诡 唯 赞 生物 科技 有 限 公 司 ; 二 辛 可 酸 (BCA) 和 蛋白 


56 ”定量 试剂 盒 购 自 莫 云天 生物 技术 研究 所 ; ROS 检测 试剂 盒 购 自 南京 建成 生物 工程 研究 所 ; 


57 ”放射 免疫 沉淀 测定 (RIPA) 细胞 裂解 液 和 葵 甲 基 磺 酰氯 〈(PMSF) 购 自 北京 索 莱 宝 科 技 有 限 


人 


= 58 ”公司 ; 胎 牛 血清 购 自 美国 Gibco 公司 ; DMEM/F12 培养 基 购 美国 Hyclone 公司 。 


59 ”1.2 试验 方法 


60 121 细胞 培养 


61 小 鼠 备 丸 间 质 细胞 TM3 细胞 株 用 DMEM/F12 培养 基 (添加 10% 的 胎 牛 血清 和 1% 青 


62 EBA-WHBA) ， 置 于 37 CC、5%CO， 培养 箱 中 培养 。 每 天 更 换 培 养 基 ， 待 细胞 长 至 对 


63 ” 数 生 长 期 即 汇 合 度 达到 80% 一 90% 时 ， 使 用 胰 酶 消化 制备 细胞 悬 液 。 


64 1.2.2 iCELLigence 细 胞 功能 分 析 仪 监测 细胞 增殖 情况 


i 
ul 
ANS 


胞 并 计数 ， 制 


R 
ER 


65 将 细胞 消化 离心 后 , ME 1% 胎 牛 血 清 的 DMEMVF12 培养 基 翌 


“hinay np EH 


~ 
CNINAA IVE 


66 ÈX 2.5x104 4 /mL 的 细胞 悬 液 竺 用。 在 E-Plate LE 板 中 加 入 含 1% 胎 牛 血 清 的 DMEM/F12 


67 FÆ (150 pL/ 和 孔 ) ， 放 入 iCELLigence 实时 无 标记 细胞 功能 分 析 仪 (Roche, WE) , Æ 


68 ”仪器 配备 的 iPad 软件 中 ， 选 择 增殖 试验 ， 用 含 1% 胎 牛 血清 的 DMEM/F12 培养 基 自 动 调 零 。 


69 ”随后 取出 E-Plate L8 板 , 每 孔 加 入 细胞 悬 液 300 uL, 每 组 设置 3 个 重复 孔 , 待 细胞 静 置 30 min 


70 Jat} E-Plate L8 板 重 新 放置 于 iCELLigence 实时 无 标记 细胞 功能 分 析 仪 内 ， 点 击 开 始 进 行 实 


71 ”时 监测 。 具体 操作 过 程 中 : 1) 在 确定 建立 氧化 损伤 细胞 模型 的 适宜 HzO? 浓度 的 试验 中 ， 待 


72 ”细胞 生长 曲线 进入 对 数 期 后 〈( 即 在 培养 板 中 培养 24h 后 ) ， 将 E-PlateL8 取出 ， 轻 轻 吸 出 


73 ”100 pL 培养 基 ， 再 加 入 100 pL E PARE H20; 的 培养 基 ， 使 终 浓度 分 别 0 (正常 对 照 组 ) 、 


74 ”150、200、250 和 300 hmolL， 轻 轻 混 匀 后 再 将 E-Plate L8 板 置 于 分 析 仪 中 ， 继 续 监测 8h， 


75 ”此 过 程 共 监测 32h。2) 在 确定 RES 安全 浓度 的 试验 中 ， 待 细胞 生长 曲线 进入 对 数 期 后 〈 即 


76 ”在 培养 板 中 培养 24h 后 )，, 将 E-Plate L8 取出 ， 分 别 采 用 0 (正常 对 照 组 )、2.5、5.0 和 10.0 


77 ”hmol/L 的 RES 处 理 ， 继 续 监 测 24 hp， 此 过 程 共 监 测 48h. 3) 在 RES 干预 处 理 氧化 损伤 细 


78 ” 胞 的 试验 中 ， 竺 细胞 生长 曲线 进入 对 数 期 后 ( 即 在 培养 板 中 培养 24h 后 ) ， 先 将 细胞 用 150 


79 mol/L 的 H20; 处 理 8h， 再 分 别 用 0 CH2022H) 、2.5、5.0 和 10.0 pmol/L 的 RES 处 理 ， 同 


80 ”时 设 未 经 HO: RES 处 理 的 正常 对 照 组 ， 继 续 监 测 24 np， 此 过 程 共 监测 Soh, WE 


= 81  iCELLigence 系统 每 隔 15 min 实时 监测 细胞 增殖 情况 ,制作 增殖 曲线 ,不同 曲线 可 反映 不 同 


82 ”处 理 条 件 下 细胞 实时 增殖 情况 ， 细 胞 增殖 情况 用 增殖 指数 (proliferation index, PI) 表示 。 


83 ”在 监测 结束 时 测定 各 个 培养 板 中 细胞 的 存活 率 。 


84 123 27 二 所 荧光 素 二 乙酸 酯 (DCFH-DA) 探 针 法 检测 细胞 中 ROS 含量 


加 | 


85 fF RES(5.0 hmolD) 处 理 氧化 损伤 细胞 结束 后 ， 按 照 ROS 检测 试剂 盒 说 明 书 测定 细胞 中 
86 ROS 含量 ， 有 具体 操作 如 下 : 去 掉 培 养 上 清 液 ， 加 入 含 10 pmol/L DCFH-DA 探 针 的 新 鲜 培 养 


87 ” 基 ，37 CRAM 40 min， 用 胰 酶 消化 细胞 ，1 000 r/min 离心 10 min， 弃 去 上 清 液 ， 用 磷 


88 = 酸 盐 缓冲 液 (PBS) 清洗 1 次 ， 离 心 留 细胞 沉淀 ， 用 PBS 重 悬 细胞 ， 调 整 细胞 密度 为 6x105 


89 


90 


91 


92 


93 
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99 


100 


101 


102 


103 


104 


105 


106 


个 /mL， 使 荧光 


DCFH-DA 本 身 没 有 5 


ROS 氧化 为 强 绿色 


光 强 度 表 示 ROS 含 


1.2.4 KREE 
的 mRNA 相对 表达 量 

待 RES(5.0 umolLD) 处 理 
NanoDrop 2000 测定 总 RNA HEMA 
qPCR(+gDNA wipen 试 剂 盒 反 转 录 后 


光 定 量 PCR 仪 上 ,使 月 


TS 


J HHA 


KICH DCF, 


细胞 内 ROS HI 


氧化 损伤 细胞 结束 后 ， 采 用 Trizol KERA 


得 到 cDNA 作为 模板 用 于 


H ChamQ™ SYBR® qPCR Master Mix 试剂 


量 成 正比 ， 可 用 


史 标 仪 在 激发 波长 为 485 nm、 发 射 波 长 为 525 nm 处 检测 荧光 强度 。 


胞 后 被 酯 酶 水 解 为 DCFH， 而 DCFH 可 被 细胞 内 的 


at 


PCR (quantitative real-time PCR, RT-qPCR ) 检测 细胞 中 SIRTI 和 UCP2 


胞 的 总 RNA， 并 用 


ERE. 总 RNA 产物 经 HiScript® I Q RT SuperMix for 
qPCR. E ABI Step One X 


盒 进行 RT-qPCR。 反 应 体系 : 


2xChamQ™ SYBR® qPCR Master Mix 10 kL、 上 游 引 物 0.4 uL (10 pmol/L)、 下 游 引物 0.4 uL 


(10 umol/L) 、50xROX 0.4 uL, cDNA 2.0 uL, 


反应 条 件 : 95 CMÆ HE 30 s; 


反应 条 件 : 95 '‘C， 变 性 15s, 60 CEK 60s, 95 ‘CARPE 


目的 基因 的 mRNA 相对 表达 量 ， 


S 
oe 
dt 
it 
T 


序列 号 Accession number 


NM_001159589.2 


15 s。 以 pB- 肌 动 蛋 


双 蒸 水 〈ddH2O) 6.8 pL， 总 体积 为 20 pL. 


95 CAPE 10s, 60 C 退 火 延 伸 30s, 40 个 循环 。 熔 解 曲 线 


Al (f-actin) 作 


对 照 组 基因 的 mRNA 相对 表达 


股份 有 限 公司 设计 合成 ， 引 物 序 列 见 表 1。 


实时 荧光 定量 PCR 引物 序列 


Primer sequences for RT-qPCR 


引物 序列 Primer sequence 


R: ATGGAGCCACCGATCCACA 


F: GCTTCATGATGGCAAGTGG 


《3 -3 ) 


F: CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 


107 


108 


109 


110 


111 


112 
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120 
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122 


123 
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126 


127 


UCP2 


F fl R 4} Fil) 


R: TCGTGGAGACATTTTTAATCAGG 


F: TCGGACACAGCCTTCT 


NM_011671.5 


R: CTGGGAGACGAAACACTTA 


代表 上 游 和 下 游 引 物 。 


F and R represents forward and reverse primers, respectively. 


1.2.5 和 蛋白 质 印 迹 〈Western-blot) 法 检测 细胞 中 SI 


RT1 和 UCP2 的 蛋白 质 相 对 表达 


a 


待 RES 处 理 氧 化 损伤 细胞 结束 后 , 弃 掉 培养 基 , 用 预 冷 的 PBS 洗涤 细胞 2 次 , 加 入 200 


uL RIPA 细胞 裂 


每 次 30 s， 将 细 


HEW CE 1% PMSF) ， 吹 打 均 匀 ， 


冰 上 放置 30 min， 期 间 剧 烈 振 荡 3 次 ， 


水 浴 中 者 5 min 


离 蛋 白质 ， 每 孔 上 样 量 为 30 hg， 然后 将 蛋 


白 定量 试剂 盒 进行 


AMERRE RML (PVDF) RE, EH 


胞 裂解 液 置 于 4 C, 12000 r/min 离心 10 min 后 吸取 上 清 液 ， 采 用 BCA 和 蛋 
FE 


白质 浓度 的 测定 。 取 适量 蛋白 质 样品 用 5xLoading Buffer W4, 100 °C 


使 蛋白 质变 性 。 使 用 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (SDS-PAGE) 分 


0.2% 明 胶 室 温 摇 床 封闭 1 h， 分 别 加 入 不 同 的 一 抗 4 COR AWA: 用 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 吐 慢 


(TBST) 洗 膜 3 次， 每 次 10 min; 加 入 相对 


洗 膜 3 次 ， 每 次 10 min; 最 后 用 ECL 化 学 发 


WE HRP 标记 二 抗 室温 摇 床 贱 育 1h，TBST 


GWE AT EE,  ChemiDoc™ XRS+ 成 像 系统 


中 检测 蛋白 质 条 带 并 用 Quantity One 软件 分 析 条 带 的 密度 值 和 表达 量 ， 以 B-actin 为 内 参 。 


1.3 数据 统计 分 析 


试验 数据 以 平均 值 + 标 准 差 (mean+SD ) 表示 ， 


的 单 因 


TT 


利用 SPSS 17.0 统计 分 析 软 伯 


素 方 差分 析 (one-way ANOVA) 进行 方差 分 析 ， 采 用 LSD 法 进行 两 两 比较 。P<0.05 为 差异 


2 结果 与 分 析 


显著 ，P<0.01 为 差异 极 显著 。 


2.1 H20; 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 


不 同 浓度 H02 处 型 


(图 TD) 可 知 ， 与 了 


E 常 对 照 组 相 比 ， 各 浓度 H202 ZA AY? 


E TM3 细胞 8h 后 ， 根 据 iCELLigence 细胞 功能 分 析 仪 实时 监测 结果 


四 胞 存活 率 均 极 显著 下 降 CP<0.01) ， 且 
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147 


呈 浓 度 依赖 。 其 中 用 150 pmol/L 的 H2O2 处 理 时 细胞 存活 率 下 降 至 75% 左 右 ， 达到 预计 的 损 


伤 效果 。 因 此 ,在 后 续 试 验 中 选用 150 wmoL/L 的 H202 处 理 细胞 8 h 构建 本 试验 中 所 需 的 细 


diam He 
胞 氧化 损伤 模型 。 
A B 
1.2 _ 120 
x x 
z 2 ** 
= 0.8 2 六 六 
a an i 
3 六 六 
S 
0.4 ie 40 
= 过 
x 2 
0 & 0 
0 5 10 15 20 25 30 35 0 150 200 250 300 
时 间 Time/h H202} FF Concentration of H202 (uM) 


A: iCELLigence 细胞 功能 分 析 仪 实时 监测 H202 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 。B: 不 同 浓度 
H202 处 理 TM3 细胞 8h 后 对 细胞 增殖 的 影响 。 


A: real-time monitor the effect of H202 on proliferation of TM3 cells by iCELLigence cell 
function analyzer. B: effects of different concentrations of H202 on proliferation of TM3 cells 


after treated for 8 h. 


数据 柱 标 “**” 表 示 与 正常 对 照 组 相 比 差异 极 显 著 (P<0.01) . FAIA. 


Value columns of each with “**” mean extremely significant difference compared with the 
y sign p 


normal control group (P<0.01). The same as below. 


图 1 不 同 浓 度 Hz0; 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 


Fig. 1 Effects of different concentrations of H202 on proliferation of TM3 cells 


2.2 RES 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 


为 研究 RES 对 H202 2 TM3 细胞 氧化 损伤 的 作用 效果 ， 首 先 检 测 了 RES 对 TM3 细胞 


AAAS 


H 24 h 


增殖 的 影响 ， 由 图 2 可 知 ， 用 浓度 分 别 为 2.5、5.0 和 10.0 pmol/L 的 RES 处 理 正常 


后 ， 各 浓度 RES 组 与 正常 对 照 组 的 细胞 存活 率 无 显著 差异 〈P>0.05) 。 由 图 3 可 知 ， 当 用 


RES 处 理 氧 化 损伤 细胞 24h 后 ， 与 H2O? 组 〈 仅 经 H202 单独 处 理 ， 未 经 RES 处理 的 氧化 损 


伤 细胞 ) 相 比 ， 各 浓度 RES 组 的 细胞 存活 率 均 显著 提高 CP<0.05) ， 但 仍 无 法 恢复 到 正常 
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159 


160 


161 


对 照 组 水 平 , 且 各 浓度 RES 组 间 无 显著 差异 (P>0.05), 因此 ,后 续 试 验 中 选取 浓度 为 5 umolL 


的 RES 对 氧化 损伤 TM3 细胞 进行 处 理 。 


A B 
1.5 - 120, 
s — Control 9 —=2.5umol/L = 
3 一 JImolL — = 10umol/L = 
= 1.0 $ 
= S 
gz 0.5 m 
w 
E Š 
0 & 
0 10 20 30 40 50 0 2.5 5 10 
时 间 Time/h RES 浓 度 Concentration of RES (uM) 


A: iCELLigence 细胞 功能 分 析 仪 实时 监测 RES 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 。B: 不 同 浓度 


RES 处 理 TM3 细胞 24 h 后 对 细胞 增殖 的 影响 。 


A: real-time monitor the effects of RES on proliferation of TM3 cells by iCELLigence cell 
function analyzer. B: effects of different concentrations of RES on proliferation of TM3 cells 


after treated for 24 h. 


2 不 同 浓度 RES 对 TM3 细胞 增殖 的 影响 


Fig.2 Effects of different concentrations of RES on proliferation of TM3 cells 


A B 
2.4 l 
š go 
Hig = 80 
R 
ge 0.8 E40 
pes 
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Control HO:  RES2.5uM_ RESSuM  RES10uM 
处 理 组 Groups 


A: iCELLigence 细 胞 功能 分 析 仪 实时 监测 RES 对 H20s 诱 导 氧 化 损伤 TM3 细 胞 增殖 的 影响 。B: 


RES 处 理 24 h 对 H20; 诱 导 氧 化 损伤 TM3 细 胞 增殖 的 影响 。 


A: real-time monitor the effects of RES on proliferation of H2O2-induced oxidative-damaged 
TM3 cells by iCELLigence cell function analyzer. B: effects of RES on proliferation of 


H20>-induced oxidative-damaged TM3 cells after treated for 24 h. 
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数据 柱 标注 “#” 表 示 与 HO? 组 相 比 差异 显著 (P<0.05) 。 


Value columns with “#” mean significant difference compared with H202 group (P<0.05). 


图 3 RES 对 H20; 诱 导 氧 化 损伤 TM3 细胞 增殖 的 影响 


Fig.3 Effects of RES on proliferation of oxidative-damaged TM3 cells induced by H202 


2.3 RES 对 氧化 损伤 TM3 细胞 中 ROS 含量 的 影响 


由 图 4 可知， 了 


F ee 


细胞 经 H202 的 处 理 


即 表明 细胞 中 ROS 含量 显著 升 高 ， 而 氧化 损伤 细胞 经 RES Ha, 2 


Fl if 


= 


氧化 损伤 TM3 2 


数据 村 


FE 标 注 


胞 中 ROS 的 产生 。 


w 


N 
à 


à 


相对 荧光 强度 
Relative fluorescence intensity 
o 


Control 


N 


** 


Hi0;  FbOHRES 


处 理 组 (Groups) 


“ 砸 ”表示 与 HO? 组 相 比 差异 极 显著 (P<0.01) 


后 ， 细 胞 内 相对 荧光 强度 极 显著 增强 (P<0.01) ， 


胞 内 相对 荧光 强度 极 


显著 下 降 CP<0.01) ， 但 仍 无 法 恢复 至 正常 对 照 组 的 水 平 。 这 说 明 RES 能 够 在 一 定 程度 上 


。 下 图 同 。 


Value columns with “##’ mean extremely significant difference compared with H202 group 


(P<0.01). The same as below. 


图 4 RES 对 H.02 FEA 


化 损伤 TM3 细胞 中 ROS & 


量 的 影响 


Fig.4 Effects of RES on ROS content in oxidative-damaged TM3 cells induced by H202 


2.4 RES 对 氧化 损伤 TM3 2 


由 图 5-A 可 知 ， 正 常 细胞 经 HzO; 的 处 


低 (P<0.01) , UCP2 mRNA 相对 对 


SIX BAK th 


胞 中 SIRTI 和 UCP2 mRNA 和 蛋白质 相对 表达 量 的 影响 


理 后 ， 细 胞 中 SIRT] mRNA 相对 表达 量 极 显著 降 


ein CP<0.01) 。 而 氧化 损伤 细胞 经 RES 


处 理 后 ， 细 胞 中 SIRTI mRNA 相对 表达 量 极 显著 增加 CP<0.01) , UCP2 mRNA 相对 表达 量 


极 显 著 降 低 CP<0.01) 。 由 图 S$-B Ae, 2 


胞 中 SIRT1 和 UCP2 和 蛋白质 相对 表达 量 的 变化 趋 
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势 与 其 mRNA 相对 表达 量变 化 趋势 一 致 , 即 H20; 处 理 导 致 SIRT1 蛋白 质 相 对 表达 量 极 显著 


降低 CP<0.01) ， 而 使 UCP2 蛋白 质 相 对 表达 量 表 达 极 显著 增加 CP<0.01) ; RES 处 理 可 极 


显著 提高 氧化 损伤 细胞 中 SIRTI 蛋白 质 相 对 表达 量 (P<0.01) ， 显 著 降 低 UCP2 和 蛋白质 相对 


表达 量 (P<0.05) 

人 B 

E 3 SIRT1 Ar goo ooo ea 
i a 
x) 5. 100 88#* 104 
pa ucoz = = - -> 
T z ， 100 139** 125 ” 

o 

2 bac . 

© S 

2 0 

Control H202 H202+ RES Control H20: H20:+RES 


处 理 组 Groups 


A: qPCR 检测 RES 对 H20; 诱 导 氧 化 损伤 TM3 细胞 中 SIRTI 和 UCP2 mRNA 相对 表达 


量 的 影响 。B: Western-blot 法 检测 RES 对 H20; 诱 导 氧 化 损伤 TM3 细胞 中 SIRT1 和 UCP2 


和 蛋白质 相 对 表达 量 的 影响 。 


A: detection of the mRNA relative expression levels of SIRTI and UCP2 in H2O2-induced 
oxidative-damaged TM3 cells with treatment of RES by qPCR. B: detection of the protein 
relative expression levels of SIRT1 and UCP2 in H202-induced oxidative-damaged TM3 cells 
with treatment of RES by Western-blot method. 


IT BHR hs“ RRE ARH EE ee CP<0.01) , AI “HE” RBG 


H2O? 组 相 比 差 异 极 显著 (P<0.01) ， 肩 标 “#” 表 示 与 H202 组 相 比 差异 显著 (P<0.05) 。 
Values in the same line of with “**” superscript means extremely significant difference 

compared with the normal control group (P<0.01), with “##’ superscript means extremely 

significant difference compared with the H202 group (P<0.01), and with “#” superscript means 
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203 significant difference compared with the H202 group (P<0.05). 


204 图 5 RES 对 HzO? 氧 化 损伤 TM3 细 胞 中 STR71 和 VCP2 mRNA 及 蛋白 质 相 对 表达 量 的 影响 
205 Fig.5 Effects of RES on mRNA and protein relative expression levels of SIRT] and UCP2 in 
206 oxidative-damaged TM3 cells induced by H202 


207 3 wW 论 


208 3.1 H20; 诱 导 TM3 细胞 氧化 损伤 模型 的 建立 


209 目前 ， 在 细胞 氧化 损伤 模型 的 建立 中 ， 多 以 HzO; 作为 诱导 剂 ， 不 同类 型 的 细胞 对 诱导 


210 ，” 剂 的 敏感 性 不 一 样 ， 因 此 诱导 剂 的 浓度 和 处 理 时 间 非 常 关键 0552。 当 诱导 剂 浓度 过 高 或 处 理 


211 ”时 间 过 长 时 会 导致 细胞 损伤 太 严 重 , 不 利于 抗 氧化 机 制 的 研究 ; 而 当 损 伤 程度 太 弱 时 ,细胞 


212 ”可 能 通过 自身 修复 影响 相关 的 研究 。 对 于 细胞 氧化 损伤 模型 ， 一 般 通 过 噬 唑 蓝 (MTT ) 法 检 


213 ” 测 ， 根 据 其 吸光 度 值 来 判断 细胞 增殖 情况 从 而 确定 氧化 损伤 程度 ，MTT 法 虽然 有 其 优势 ， 
214 ”如 重复 性 较 好 、 特 异性 强 等 ， 但 每 次 只 能 确定 1 个 时 间 点 细胞 的 增殖 情况 。 本 试验 中 采用 
可 更 直观 地 判断 细胞 的 增殖 情况 ， 而 且 监 测 过 程 中 


215 ”iCELLigence 细胞 功能 分 析 仪 实时 监测 


~ 


216 ”不 需要 特殊 试剂 ,可 减少 因 多 次 操作 所 导致 的 误差 。 本 试验 中 ,通过 iCELLigence 细胞 功能 


217 ”分 析 仪 实时 监测 ， 发 现 150 wmol/L 的 H202 处 理 细胞 8 h， 细 胞 存活 率 下 降 至 75% 左 右 ， 符 


218 ” 合 后 续 抗 氧化 损伤 实验 的 要 求 ， 因 此 确定 采用 150 hmolL 的 H20; 建 立 细胞 氧化 损伤 模型 。 


:三 。 219 32 RES 对 氧化 损伤 细胞 的 保护 作用 
O 20 研究 表明 ， 动 物体 中 90% 的 ROS 源 于 线粒体 电子 呼吸 传递 链 ， ROS 的 产生 与 线粒体 能 


221 ” 量 代谢 紧密 相关 ， 当 ROS 含量 增加 时 ， 会 对 线粒体 的 结构 、 功 能 造成 损伤 ， 而 线粒体 受到 


222 ”损伤 后 又 会 促进 ROS 的 生成 ,如 此 恶性 循环 ， 加重 氧 化 损伤 程度 0399。 解 偶 联 蛋白 CUCPs ) 


位 于 线粒体 内 膜 上 的 一 类 转运 蛋白 , 它们 可 以 介 导 线粒体 内 膜 的 “质子 漏 ” 使 能 量 以 热 的 形 


am 


223 


224 WERI, UCP2 作为 UCPs 家 族 成 员 之 一 ， 是 UCPs 在 生殖 系统 中 的 主要 存在 形式 0517。 


225 ”大量 试验 表明 ，UCP2 可 以 调控 ROS 的 生成 ， 并 参与 多 种 组 织 的 抗 氧化 损伤 作用 。 了 BrandI18] 


226 ”提出 了 UCP2 对 ROS 的 负 调 控 假设 模型 ， 当 ROS 含量 增加 时 ， 过 氧化 物 在 化 学 转化 过 程 中 


227 ”产生 的 某 种 物质 激活 UCP2 的 质子 漏 活性 ， 导 致 线 粒 体 膜 电位 的 下 降 ，UCP2 就 以 一 种 负 反 


228 ” 馈 调 节 的 方式 来 限制 ROS 的 生成 ， 表 明 在 氧化 应 激 过 程 中 ，UCP2 可 以 通过 降低 ROS 的 生 
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229 ”成 量 保护 机 体 免 受过 氧化 损伤 。 同 样 的 结论 在 Zhang 等 中、 王 晓 娜 等 RY 的 试验 中 也 得 到 证 


230 o Zhang 等 L199 的 试验 表明 ,高温 诱 导 的 凋 亡 能 引起 小 鼠 举 丸 内 ROS 含量 增加 ，UCP2 蛋白 


231 质 表达 量 也 随 之 增加 ; 王 晓 娜 等 Po 试验 发 现 ,精子 内 UCP 蛋白质 的 表达 量 与 过 氧化 所 的 作 


= 


232 ”用 浓度 呈正 相关 , UCP2 为 了 对 抗 增加 的 ROS, 表达 量 也 随 之 增加 。SIRT1 作为 一 种 核 蛋 白 ， 


233 ”能 够 以 转录 的 形式 抑制 UCP2 的 转录 活性 ， 通 过 与 UCP2 启动 子 结合 ， 抑 制 UCP2 基因 的 表 
234 ” 达 , 减少 其 编码 的 线粒体 内 膜 蛋 白 的 生成 ， 从 而 抑制 线粒体 中 解 偶 联 反应 的 发 生 P]J。 相 关 胡 
235 ，” 究 表明 ， 经 不 同 药物 诱导 的 大 鼠 或 小 鼠 氧 化 应 激 模型 中 ，SIRTI1 都 表现 出 低 表 达 状 态 ， 而 


236 SIRTI 一 经 激活 ， 可 导致 UCP2 的 表达 下 降 B&2223]。 结 合 以 上 信息 推出， 在 本 试验 中 ，RES 


237 ”通过 对 SIRTI/UCP2 信号 通路 的 调节 发 挥 对 氧化 损伤 小 鼠 举 丸 间 质 细胞 TM3 的 保护 作用 。 


238 本 试验 结果 显示 , 与 正常 对 照 组 相 比 , HzO; 组 细胞 中 ROS 含 量 极 显 著 增 加 ，SZR71 mRNA 


239 ”及 蛋白 质 的 相对 表达 量 均 极 显著 降低 ， 而 VCP2 mRNA 及 蛋白 质 的 相对 表达 量 极 显著 升 高 ， 


240 ”提示 细胞 被 H202 损 伤 后 细胞 中 SIRT1 含 量 的 降低 可 能 诱导 UCP2 含 量 的 增加 ， 以 抵抗 细胞 中 


241 ”增加 的 ROS。UCP2 生 成 量 增加 ， 解 偶 联 线粒体 内 氧化 磷酸 化 过 程 ， 减 少 ATP 的 生成 ，ROS 


242 ”的 生成 量 应 该 下 降 ， 但 氧化 应 激 在 细胞 中 UCP2 表 达 增 强 的 情况 下 仍 持续 存在 ， 推 测 可 能 是 
243 ”由 于 UCP2 增 加 的 量 不 足以 抵抗 ROS 的 过 量 产生 。 相 比 氧化 损伤 细胞 , 采用 RES 处 理 后 由 H20， 


244 ”所 致 的 SIRTI1 mRNA 及 蛋白质 表达 的 下 调和 VCP2 mRNA 及 蛋白质 表 达 的 上 调 均 在 一 定 程 度 


245 ”上 受到 抑制 ， 且 细胞 中 ROS 含 量 也 极 显著 下 降 ， 提 示 RES 作 为 SIRT1 的 激活 剂 ， 能 够 促进 其 


246 ”表达 。SIRT1 被 激活 后 ， 可 抑制 UCP2 的 表达 ， 理 论 上 应 该 会 产生 更 多 的 ROS， 但 实际 采用 


= 
fe = 
= 

` 
($) 


247 ”RES 处 理 后 氧化 损伤 细胞 中 ROS 的 含量 相对 未 经 RES 处 理 的 氧化 损伤 细胞 而 言 是 减少 的 ， 分 


248 ，” 析 原因 可 能 是 UCP2 对 ROS 存 在 负 反馈 调节 , 即 UCP2 表 达 被 抑制 后 , 细胞 中 ROS 的 含量 增加 ， 
249 ”UCP2 通 过 负 反 馈 调节 的 方式 限制 ROS 的 产生 。 
250 此 外 ， 在 本 研究 中 发 现 ， 在 正常 TM3 细胞 中 VCP2 mRNA 的 表达 较 丰 富 ， 而 其 蛋白 质 


251 ” 较 难 检测 到 ,而 经 H20; 损 伤 后 TM3 细胞 中 UCP2 和 蛋白质 的 相对 表达 量 极 显著 增加 。 这 种 情 


252 ” 况 的 出 现 可 能 与 抗体 的 特异 性 有 关 ; 也 可 能 是 在 生理 状态 下 ， 某 些 器 官 中 的 UCP2 mRNA 


253 ”并 不 最 终 表 达 为 蛋白 质 ， 而 在 病理 状态 下 就 可 以 启动 UCP2 mRNA 翻译 为 蛋白 质 。 在 Fisler 


254 ”等 网 的 研究 中 也 在 胰腺 、 脾 脏 、 心 脏 、 下 丘脑 、 肺 、 兴 丸 、 巨 噬 细 胞 等 检测 到 大 量 的 UCP2 
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mRNA， 而 用 Western blot 法 仅 在 下 丘脑 、 巨 噬 细 胞 、 白 色 脂 肪 组 织 、 脾 胜 、 胰 岛 的 实质 细 


胞 


4 


! 检 测 到 了 UCP2 EAM. 


a 论 


SIRTI/UCP2 信和 号 通路 介 导 了 H202 8 TM3 细胞 的 氧化 损伤 , RES 通过 活化 SIRT1 Mih 


= 


UCP2 #i&, UCP2 通过 负 反 馈 调 节 方 式 削 弱 氧 化 损伤 细胞 内 ROS 的 生成 ， 从 而 在 一 定 程 度 
上 抑制 TM3 细胞 的 氧化 损伤 。 
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Resveratrol Attenuates Acute Oxidative Injury in Mouse Leydig Cell TM3 via Silent Information 
Regulator 1/Uncoupling Protein 2 Signaling Pathway 
ZHANG Xiaochun! CHEN Zhilong! FANG Juan! LI Chen! WU Xiaosong YANG 
Qing™ 
(1. College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. 
College of Animal Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, 


China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the protective effect of resveratrol (RES) 
on oxidative-damaged mouse Leydig cell TM3, and to explore its possible mechanism. Firstly, 
TM3 cells were treated with different concentrations (0, 150, 200, 250 and 300 umol/L) of 
hydrogen peroxide (H202), and the optimal concentration of H202 was selected to establish the 
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oxidative-damaged cell model. Secondly, the normal cells and oxidative-damaged cells were 
treated with different concentrations (0, 2.5, 5.0 and 10.0 mol/L) of RES for 24 h to select the 
safe concentration of RES. Finally, the oxidative-damaged cells were treated with safe 
concentration of RES for 24 h. Cell proliferation was real-time monitored by 1CELLigence cell 
function analyzer during the whole culture process. After the oxidative-damaged cells treated by 
safe concentration of RES, the reactive oxygen species (ROS) content in cell was detected by 
2',7'-dichlorodi-hydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) probe method, and the real-time 
fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) and Western blotting method were used to detect the 
mRNA and protein relative expression levels of silent information regulator 1 (SIR7T1) and 
uncoupling protein 2 (UCP2) which were the key factors in SIRT1/UCP2 signal pathway, 
respectively. The results showed as follows: 1) the cell viability was extremely significantly 
reduced after treatment with a concentration of 150 umol/L or more of H202 for 8 h (P<0.01). So, 
the concentration of 150 umol/L was selected as the optimal concentration of H202 to establish the 
oxidative-damaged cell model. 2) The cell viability had no significant change when the normal 
cells treated by 10.0 pmol/L or less RES for 24 h (P>0.05); the cell viability was significantly 
increased when the oxidative-damaged cells treated by 2.5, 5.0 and 10.0 umol/L RES for 24 h 
(P<0.05), and no significant difference among different concentration RES groups (P>0.05). So, 
the concentration of 5.0 umol/L was selected as the safe concentration. 3) When the 
oxidative-damaged cells were treated by 5 umol/L of RES for 24 h, the content of ROS in cells 
was extremely significantly increased (P<0.01); the relative expression levels of SIRTI mRNA 
and protein were extremely significantly up-regulated (P<0.01), while the relative expression 
levels of UCP2 mRNA and protein were extremely significantly or significantly down-regulated 
(P<0.01 or P<0.05). It is concluded that RES can activate the expression of SIRT1 and inhibit the 
expression of UCP2; meanwhile, UCP2 can attenuate the production of ROS in cells through a 
negative feedback regulation, thereby inhibiting the oxidative injury of TM3 cells to some extent. 


Key words: resveratrol; oxidative injury; SIRT1; UCP2; mouse Leydig cell TM3 


